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摘要
I
摘 要
杆状病毒包膜与宿主细胞膜的融合。是杆状病毒入侵的重要过程，其中病毒
包膜融合糖蛋白是诱发和介导此过程的重要因子。目前已知杆状病毒有两类膜
融合蛋白：GP64 和 F 蛋白。GP64蛋白晶体结构已被解析，是 group I核多角
体病毒的膜融合蛋白，属于典型的 Class III 膜融合蛋白；杆状病毒中普遍存在
的膜融合蛋白 F，在 group II 核多角体病毒（NPV）和颗粒体病毒（GV）中发
挥膜融合功能，根据其模拟结构特征认为其属于 Class I膜融合蛋白。F蛋白首
先表达为 F0，经 Furin 蛋白酶剪切后成为包含由二硫键相连的 F1、F2两片段的
成熟 F蛋白。F蛋白的结构目前仍未解析，本论文以棉铃虫核多角体病毒
（Helicoverpa armigera single nucleocapsid nucleopolyhedrovirus, HearNPV）的膜
融合 F蛋白为研究对象，利用结构生物学方法解析 F蛋白结构，为阐明杆状病
毒感染靶细胞，诱导膜融合的机制及过程提供理论参考。
我们采用果蝇表达系统（DES）表达 HearNPV F蛋白的膜外区域 HaFect，
利用抗性筛选出可长期稳定表达 HaFect 的细胞株。通过 Ni亲和层析、MonoQ
离子交换层析等一系列蛋白纯化的方法获得了可用于结晶的高纯度蛋白。糖基
化酶的处理提高了蛋白的均一性；通过对结晶条件的筛选和优化，最终获得更
高分辨率的晶体。我们选择硒代甲硫氨酸蛋白，辅以硒脲、重金属浸泡等方法
获得重原子衍生物，结合 SAD的方法获取相位，为解析 F蛋白的结构奠定了基
础。拓展 HaFect 上取得的结果，我们还开展了 CuniF蛋白相关的研究。
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Abstract
There are two types of fusion glycoproteins on the budded particles of baculoviruses:
GP64 and F proteins. GP64 is the fusion protein for the group I
nuclearpolyhedrovirus (NPVs), and its structure has been solved. F protein is
identified in the group II NPVs and granuloviruses. It’s considered to be a class I
fusion protein. During the virus life cycle, F protein is initially synthesized as a
precursor (F0) which is subsequently cleaved by Furin into two disulfide-linked
fragments of F1 and F2. F1 is the core structure and F2 may have the receptor binding
site. The structure of F protein has not been characterized. In this thesis, the
ectodomain of Helicoverpa armigera single nucleocapsid nucleopolyhedrovirus F
protein (HaFect) was cloned and expressed by the drosophila expression system
(DES). The HaFect was purified and crystallized. The selenomethionine protein was
also obtained for determining the phases. Heavy atoms, such as selenourea, were also
employed for solving the phase problem. In addition, the homologous CuniF protein
was expressed for further study.
Key words: baculovirus; fusion protein F; structural studies
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1前言
脂质双分子层膜的融合在多种生物学过程中有着重要意义，生物膜相关研究
是当前生物领域的热门之一。病毒囊膜表面糖蛋白是介导膜融合过程的关键蛋
白，它先将独立的两个膜拉近，进而进行后续的膜融合事件。作为探索膜融合分
子机制的重要部分，膜融合蛋白的结构和功能的研究和解析显得尤为重要。
1.1 病毒膜融合的研究
1.1.1 膜融合现象
磷脂双分子层膜的融合现象广泛存在于许多生命体的生命现象中。膜融合会
使两膜的膜成分相互混合，膜内包被的内含物也会混合在一起。天然存在的膜融
合主要有以下几种：病毒与宿主细胞膜融合、细胞内膜融合及细胞间膜融合。膜
融合在细胞融合(如高等生物的受精过程)、细胞膜运输、病毒感染细胞中起重要
作用。除此之外，膜融合还与细胞内的物质运输，细胞的内吞和外排等过程密切
相关。这些过程均与细胞膜的一个或多个功能息息相关。
1.1.2 包膜病毒入侵途径
病毒感染细胞的生活史主要有吸附、入侵、遗传物质释放和合成、病毒粒子
的装配、释放等步骤，其中膜融合涉及病毒吸附、入侵和脱壳等过程。根据病毒
外壳是否有脂质的膜包被，可将病毒分为两大类：包膜病毒（Enveloped virus）
和非包膜病毒（Unenveloped virus）。包膜病毒和非包膜病毒入侵细胞主要步骤
和途径大致相同，都是结合细胞表面受体，融合、释放病毒遗传物质到细胞质中。
其中非包膜病毒的主要融合机制是通过网格蛋白介导的吞饮作用[1]。
包膜病毒入侵细胞的过程主要是病毒膜与宿主细胞膜融合的过程，在具体的
分子作用机制下，两个膜融合成一个膜，从而完成病毒入侵的关键第一步；根据
膜融合位置的不同，包膜病毒入侵的方式分为内吞方式和非内吞方式两种[2]，两
种方式都会伴随融合蛋白的构象变化。非内吞方式依赖于膜融合蛋白和细胞膜表
面受体蛋白的结合，直接进行膜融合，这类病毒主要包括疱疹病毒（Herpesvirus）、
逆转录病毒（Retrovirus）和仙台病毒（Sendai virus）等。
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相较而言，大多数病毒采用内吞方式入侵细胞，融合过程发生在细胞内膜结
构上。以内吞方式进入细胞的病毒可以跟随囊泡运输进入到细胞内更深的地方，
并在合适的地方释放出来，绕过细胞质的阻隔；内吞过程中 pH不断降低，酸性
的内吞体环境给膜融合提供了一个有力的融合条件；同时，通过内吞方式进入细
胞不会在细胞上留下病毒残留的成分，有利于病毒躲避宿主免疫系统。
1.1.3 包膜病毒膜融合的普遍机制
包膜病毒通过将其脂质双层膜与细胞膜融合而进入细胞，其融合过程主要是
由病毒膜表面上的一种或多种特异性糖蛋白介导的。这类膜表面糖蛋白与宿主细
胞受体结合，帮助病毒吸附和富集到细胞膜上并诱导病毒囊膜与宿主细胞膜的融
合。这一过程可以由一种病毒膜蛋白完成，如流感病毒（ Influenza virus）、杆
状病毒（Baculovirus）等；也可以由多种膜蛋白协同完成，如副黏病毒
（Paramyxovirus），同时编码两种膜蛋白，一种负责吸附和富集病毒，另一种负
责诱导膜融合。不同种类病毒之间，膜融合发生的位置不同，有的融合在细胞质
膜上，与受体结合诱导融合蛋白构象发生变化；有的融合在内吞体膜上，由酸性
pH诱导蛋白构象发生改变。虽然不同种类病毒膜融合的方式不同，膜融合蛋白
也有诸多差异，但是随着研究的深入发现，它们的膜融合机制在本质上是相似的。
膜融合现象发生的前提条件是两个脂膜非常靠近。包膜病毒膜融合过程一般
有如下三个阶段：1. 两个脂膜不断拉近；2. 两个膜的外层膜先融合，内层膜仍
然处于分开状态的 hemifusion中间态；3. 最后内层膜开始融合并逐渐形成融合
孔，病毒的基因穿过融合孔最终进入宿主细胞；这种两个脂膜先靠近形成
hemifusion中间态，再到融合孔形成的途径不仅被病毒细胞融合事件采用，也被
细胞间融合及细胞内融合事件采用[3-6]。在从两个脂双层膜靠近到 hemifusion中
间态的过程中，受体结合或低 pH诱导都会使融合蛋白的构象发生变化，从而释
放能量促成膜的融合[5,7]。膜融合蛋白被激活后，暴露出疏水的融合肽插入到细
胞膜内，蛋白由亚稳定的融合前构象转变成 prehairpin 中间体，无论融合前是二
聚体还是三聚体的融合蛋白，此时的 prehairpin 中间体都是同源三聚体。然后随
着 prehairpin中间体在融合位点的富集[8]，蛋白进一步折叠，N端和 C端区域组
装成构象稳定的 hairpin三聚体（如图 1-1）。
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图 1-1. 膜融合过程和病毒膜融合蛋白的结构变化[9]
Fig 1-1. The common trimer-of-hairpins pathway of membrane fusion.
该模型描述了 Class I融合蛋白，以及 Class II和 Class III融合蛋白的相关结构形式。 蛋白质通过 close
apposition (iv)，hemifusion (v)，小融合孔和大融合孔（vi）过程促进膜融合。 如图描述 Class I融合蛋白在
融合时不需要任何其他病毒表面蛋白；它同时具有受体结合亚基（图像 i中标记为 rb）和融合亚基（在图
像 i 至 iii中标记为 f）。
不同种类病毒膜融合蛋白的结构差异很大，根据蛋白融合构象的不同可将其
分为 Class I、Class II 和 Class III 三种[10-12](表 1-1)，这三类膜融合蛋白的关键结
构都是构象稳定的 hairpin三聚体。其中以流感病毒（ Influenza virus）和 HIV 为
代表[13]的 Class I膜融合蛋白的核心结构是α-helix；以黄病毒 E蛋白为代表[14]的
Class II 的核心结构是β-sheet；以疱疹病毒 G蛋白为代表[15]的 Class III 的核心结
构是α-helix和β-sheet 的混合。
表 1-1. 三类病毒膜融合蛋白结构特征[9]
Table 1-1. Structural features of Class I，II and III fusion proteins
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